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[abstract] 
Notch シグナルは進化的に保存された伝達経路である。Notchシグナルは、細胞表面に発現
する Notch受容体と隣接する細胞の表面に発現する ligandが結合し、細胞間の情報伝達を行
っている 1, 2。Notchシグナル活性化機構は完全には解明されておらず、特に ligand結合と同
期して Notch のタンパク質分解が生じ、活性化に至る機序については不明な部分がある 3。
我々は、ショウジョウバエ神経原性遺伝子産物 Almondex4, 5 のヒト相同体 TM2 domain 
containing 3 (TM2D3)の発現により、Notch1が活性化することを見出した。この活性化には
Notch1の ligand結合部を含むEGF-like repeats 6と、TM2D3の膜貫通ドメインを必要とした。
また、TM2D3は小胞体で Notch1と共局在し、一部は細胞膜表面に存在した。TM2D3は、
定常状態で Notchシグナルを非活性状態に保っている negative regulatory region (NRR) 3, 7, 8
に結合し、細胞表面の Notch1を増加させた。TM2D3と Notch1の結合、さらに Notch活性
化はいずれも Furin による S1 切断を阻害することで抑制された。また、TM2D3 遺伝子は、
他の Notchシグナル関連遺伝子と同様に、ヒト卵巣漿液性腺癌で高頻度に増幅していた。以
上の結果から、TM2D3が Notchシグナルを正に制御している可能性が考えられた。 
[本文] 
Notchは膜一回貫通型の受容体分子である。分泌経路の途上、ゴルジ体で Furinにより細胞
外ドメインで 1回切断され(S1 cleavage)、非共有結合的に再結合したヘテロ二量体となって
細胞表面に発現する 1, 2。隣接する細胞表面のDelta (Serrate)/Jaggedといった ligandがEGF-like 
repeatsに結合すると 6、Notch1の NRRの立体構造が変化し、ヘテロ二量体ドメインの細胞
外にある ADAM10プロテアーゼの認識部位が露出し、ADAMプロテアーゼによって切断さ
れる(S2 cleavage)と考えられている 8, 9。続いて γ-secretaseにより膜貫通ドメインで切断され
(S3 cleavage)、Notchの細胞内ドメイン(NICD)が膜から遊離して核内に輸送され、DNA結合
タンパク質である RBP-JおよびMastermindと結合し Hes、Hesr (Hey)などの標的遺伝子の転
写を活性化する 10。 
ショウジョウバエ almondex（amx）は神経原性遺伝子の一つである 11。amx欠失胚の表現型
は他の Notch シグナル系の因子の欠失と共通しており、遺伝学的解析と合わせて amx は
Notch シグナルを正に制御することが示唆されていた 12。TM2D3 は構造上ショウジョウバ
エ Amxと相同性（34%）をもつヒトタンパク質である。TM2D3 mRNAはヒトのすべての組
織に発現していることが示されているが、そのタンパク質の機能は不明である 5。TM2D3
には二種類の splicing variantがあり、完全型の variant1とアミノ基側の 26個のアミノ酸が欠
落した variant2が存在する。我々は TM2D3v1固有のアミノ酸配列を免疫原とする抗体を入
手し、TM2D3 cDNAを組み込んだプラスミドを 293T細胞に遺伝子導入してWestern blotting
で解析した。この抗体はおよそ 37kDa の分子量を有するタンパク質を検出した。さらに
FLAG tagを付加した TM2D3 cDNAを用いたところ、抗 FLAG抗体で TM2D3v1、v2タンパ
クの発現を検出した(Fig. 1a)。293T 細胞における TM2D3 の細胞内局在を検討したところ、
いずれも小胞体に局在がみられた。さらに TM2D3 がヒト NOTCH1 と小胞体に共局在する
ことを見出した(Fig. 1b, 1c)。  
 次にNotchシグナルにおけるTM2D3の機能を解析し
た。FLAG tag を付加した TM2D3 とヒト NOTCH1 を
293T細胞に遺伝子導入したところ、TM2D3v2によって
Notch 細胞内ドメイン(NICD)の産生が亢進することを
見出した。この時全長の NOTCH1や Furinによる S1切
断の産物である transmembrane/intracellular fragment; 
TMICは発現変化を認めなかった(Fig. 2a)。様々に改変
したマウス Notch1 13を用いた解析から、TM2D3による
Notch1活性化には EGF-like repeatsが必要であることを
見出した(Fig. 2b)。一方、ligand非依存的に恒常的に活
性化するマウス Notch変異体では、いずれも TM2D3に
よる NICD 産生亢進は認めなかった(Fig. 2c)。この
TM2D3によるNotch1活性化はγ-secretase inhibitorによ
って抑制される一方、ADAM inhibitorである Batimastat
投与下ではさらに亢進した(Fig. 2d)。これは、外因性の
Notch1変異体がADAM inhibitorに抵抗性であるという
報告 8に合致し、未知の non-canonical な経路で切断さ
れている可能性を示唆する。さらに、293T細胞にヒト
Jagged1を発現した Nalm6 細胞 14を共培養して同様の実験を行ったところ、TM2D3によっ
て内因性 NICD が産生亢進することを見出した(Fig. 2e)。この活性化は同様にγ-secretase 
inhibitorによって抑制された一方、内因性 NICDは ADAM inhibitorによって抑制された。こ
のことから、内因性 NOTCH1は ADAMを介する canonicalな経路で調節されていると考え
られた。次に、furinによる S1切断を競合的に阻害する AT-EK1を発現させた 15, 16。S1切断
で産生される TMICが抑制されたことに加え、TM2D3による NICD産生も抑制された(Fig. 
2f)。これまでに S1 切断を阻害すると膜表面の Notch1 の発現が抑制されると報告されてい
ることから 15、TM2D3による Notch1活性化には S1切断が必要であり、また Notch1が膜表
面に輸送されることが必要である可能性が推測された。 
続いて、Notch1 が膜表面に存在することから、TM2D3 が細胞表面に存在する可能性を
surface biotinylation assayで検討した。TM2D3v1を遺伝子導入した 293T細胞に biotin化試薬
を加え、インキュベーション後細胞抽出液を調整し、このうち avidin beadsに吸着した分画
をWestern blottingで解析したところ、biotin化され、細胞表面に発現する TM2D3v1を検出
した(Fig. 3a)。また、TM2D3と Notch1を遺伝子導入した 293T細胞に同様の方法を用いて解
析したところ、TM2D3 の発現によって細胞表面の Notch1 が増加した(Fig.3b)。続いて、
TM2D3と Notch1の分子間相互作用を免疫沈降法で検討したところ、TM2D3は Notch1の細
胞外ドメインと共沈した(Fig. 3c)。さらにこの分子間結合は S1切断を阻害する AT-EK1の発
現で低下した(Fig. 3d)。このことから、TM2D3 と
Notch1の結合はGolgiで furinによって切断された後
に生じると考えられた。次に、TM2D3と Notch1の
分子間結合に対し、それぞれどの領域が結合に必須
であるか検討した。TM2D3は EGF-like repeatsを除
いたNotchLNR、NotchLNR CC>SSと結合する一方で、NRR
を持たない NotchΔEとの結合は認めなかった(Fig. 3e、
3f)。このことから、TM2D3は Notch NRRと結合し
ていると考えられた。 
さらに、TM2D3v2の欠失変異体を作成してNotch1
活性化や結合の有無を検討した(Fig. 4a, 4b)。これら
の欠失変異体による Notch1活性化は、2個の膜貫通
ドメインを除いた欠失変異体(Trp180stop mutant)の
み認めなかった(Fig. 4c)。このことから、Notch1 活
性化には TM2D3 の 2 個の膜貫通ドメインが必要で
あると考えられた。さらに、これらの欠失変異体と
Notch1の分子間相互作用を検討したところ、膜貫通ド
メインを除いた変異体が最も強く Notch1 と結合し、
他の欠失変異体はいずれも Notch1 との結合は低下し
ていた(Fig. 4d)。この結果から、TM2D3は膜貫通ドメ
インを除いた領域で広範囲にNotch1 NRRと結合して
いると考えられた。 
ヒトの様々な悪性腫瘍でNotchシグナルに関する遺
伝子の変異が多数報告されている。我々は、ヒト悪性
腫瘍の遺伝子異常を網羅的に解析したデータベース
17, 18において、TM2D3遺伝子異常を検索した。その結果、TM2D3遺伝子異常が多くの悪性
腫瘍に認められ、そのほとんどは増幅であった(Fig. 5a)。そして、ヒト卵巣漿液性腺癌に最
も高頻度に TM2D3遺伝子異常がみられると同時に、他の Notchシグナル関連遺伝子の増幅
も認められた(Fig. 5b)。 
本研究では、ショウジョウバエ神経原性遺伝子産物 Almondex のヒト相同体 TM2D3 の
Notchシグナルにおける機能を解析した。TM2D3の発現によりNICDの産生亢進を認めた。
TM2D3は、Notchを非活性化状態に保っている NRRに結合し、細胞表面の Notchを増加さ
せた。Notch活性化には TM2D3の膜貫通ドメインと Notch1の EGF-like repeatsを必要とし
た。また、NRRと TM2D3の結合は、TM2D3の膜貫通ドメインを除く細胞外領域で認めら
れた。他に、TM2D3 遺伝子の増幅がヒト卵巣漿液性腺癌に高頻度で見出され、他の Notch
シグナル関連遺伝子も同様に増幅がみられた。以上の結果から、TM2D3は Notchシグナル
を正に制御する因子である可能性が示唆された。 
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